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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erllndung betrifft neue Targets fur Schmerzmittel sowie Verfahren zum Auflinden von 
neuen Schmerzniiliein und deren Vcrwendung. Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung von Inhibitoren von Kanal- 
proteinen derTOP-Familie, bevorzugt der Subfamilie STRPC, zur Behandlung von Schmerzzustanden, insbesondere Entzundungs- 
schmerzen. 



NSDOCID: <WO_02087608Al_t_> 



WO 02/087608 



PCT/EP02/04086 



1 

Neue Schmerzmittel, die Inhibitoren von TRP-Kanalen sind 

Die vorliegende Erflndung betrifft neue Targets fur Schmerzmittel sowie Verfahren zum 
Auffinden von neuen Schmerzmitteln und deren Verwendung. 

Nozizeptoren sind feine unmyelinisierte oder diinn myelinisierte Nervenfasem mit freien 
Nervenendigungen, die in fast alien Geweben zu finden sind, und deren Aufgabe die Detec- 
tion von potentiell gewebeschadigenden, noxische Einflussen aus der Umwelt oder dem 
Korperinneren ist. Noxische Reize (z.B. mechanische Abscherung oder Hitze) an den re- 
zeptiven Feldern rufen Aktionspotentiale in Nozizeptoren hervor. Ebenso wirken viele Ent- 
ziindungsmediatoren auf Nozizeptoren exzitatorisch (Kress & Reeh, 1996). Im entziindeten 
Gewebe reagieren Nozizeptoren haufig mit einer Zunahme der Empfindlichkeit fur Hitze- 
reize (Sensibilisierung), die charakterisiert ist durch eine gesteigerte Entladungsaktivitat 
sowie durch eine Verschiebung der Reizschwelle in den nicht-noxischen Temperaturbereich 
(Kress & Reeh, 1996). Eine Schlusselrolle bei der Nozizeptorsensibilisierung spielt die Er- 
hohung der intrazellularen Kalziumkonzentration (Guenther et al. 1999; Kress & Guenther, 
1999). Solche Veranderungen an nozizeptiven Neuronen werden durch endogene Entziin- 
dungsmediatoren wie Bradykinin oder Trypsin hervorgerufen, die an G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren in der Nozizeptormembran binden (Koltzenburg et al. 1992). Sowohl fur Brady- 
kinin als auch fur Trypsin sind Anstiege der intrazellularen Kalziumkonzentration beschrie- 
ben worden, die durch die bisher bekannten Signalwege nicht erklart werden konnen (Stein- 
hoff et al. 2000; Jiang et al. 1998; Reiser & Hamprecht, 1985). Auch die funktionelle 
Grundlage fiir die exzitatorische Wirkung von Bradykinin ist bisher unbekannt. Wegen der 
geringen GroBe der nozizeptiven Nervenendigungen (<1 pm) sind Untersuchungen zur 
Aufklarung dieser Signalwege an den Nozizeptoren in vivo oder im isolierten Gewebe in 
vitro nicht moglich. Als zellulares Model des Nozizeptors werden daher Primarkulturen von 
dissoziierten Neuronen aus dem Spinalganglion verwendet, die modernen zellphysiologi- 
schen Untersuchungsmethoden gut zuganglich sind und die in vielen Aspekten fiinktionell 
den Nozizeptoren in situ ahneln. Mit diesem Model ist es moglich, die Funktion von Memb- 
ranrezeptoren und Ionenkanalen im Detail zu untersuchen, die fur die Entstehung von 
Schmerzen wichtig sind. Ohne genauere Kenntnisse dieser Prozesse ist das gerichtete Auf- 
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finden von Wirkstoffen, die in diese Prozesse eingreifen und als Schmerzmittel verwendet 
werden konnten, nicht moglich. 

In der Drosophilafliege sind Ionenanale bekannt, die an der Entstehung des Sensorpotentials 
(transientes Rezeptorpotential) in der Retina beteiligt sind, und die deshalb als TRP-Kanale 
bezeichnet werden (Hofmann et al. 2000; Harteneck et al. 2000). In nicht-erregbaren Zellen 
werden TRP-Kanale durch ein unbekanntes Link bei Entleerung der intrzellularen Kalzium- 
speicher geoffhet, urn die Speicher wieder zu fullen (zur Ubersicht s. Harteneck et al. 2000). 
AuBerdem fiihrt die Aktivierung der Proteinkinase C durch Phorbolmyristatacetat oder O- 
leylacylglyerol zur Offhung von einigen TRP-Kanalen (Hofmann et al. 1999). TRP-Kanale 
konnen in Neuronen heteromerisieren und entwickeln dann neue Eigenschaften. Z.B. wird 
die Aktivierung dieses neuen Ionenkanals unabhangig von intrazellularen Kalziumspeicher 
(Striibing et al. 2001). Ein in der Retina nicht exprimierter Vertreter der TRP-Subfamilie 
OTRPC, der Vanilloidrezeptor VR-1 , ist als multimodaler Kationenkanal bei der Transduk- 
tion von Hitzereizen und der Entstehung von protonenaktivierten Membranstromen fiir die 
Nozizeption von Bedeutung (Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998; WO 00/32766). In 
der WO 00/04929 ist die Verwendung von antisense-Oligonukleotiden oder Inhibitoren 
vorgeschlagen worden, um die Expression von TRP -Protein bzw. deren Funktionalitat zu 
reduzieren und so bestimmte entzundliche Prozesse, insbesondere Asthma, giinstig zu be- 
einflussen. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass TRP-Kanale das funktionelle Korrelat fur 
die durch Entziindungsmediatoren hervorgerufenen Kalziumantworten in sensorischen Neu- 
ronen sind. Die vorliegende Erfindung beruht auf der iiberraschenden Erkenntnis der funkti- 
onellen Bedeutung von TRP-Kanalen in der Entstehung von Schmerz, insbesondere Ent- 
zundungsschmerz und /oder -hyperalgesie. Die Aktivierung von TRP-Kanalen stellt ein 
"common link" dar, iiber das moglicherweise alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die 
den Phospholipase C/Proteinkinase C Signalweg aktivieren, einen Kalziumeinstrom in No- 
zizeptoren induzieren konnen. Derartige Kalziumanstiege fuhren zur Sensibilisrerung von 
Nozizeptoren fur Temperaturanstiege und damit zur Hitzehyperalgesie (Guenther et al 1999, 
Kress & Guenther 1999). Diesen Signalweg konnen damit solche Entziindungsmediatoren 
nutzen, um eine Nozizeptorerregung oder -sensibilisierung hervorzurufen. Somit stellen 
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TRP-Kanale ein neues Target fur potentiell analgetisch wirksame Substanzen dan Solche 
Substanzen verhindern vor allem die Entstehung von Entziindungsschmerz und -hyperalge- 
sia Da auch im Randbezirk von Tumoren haufig Entziindungsmediatoren in hohen Kon- 
zentration geflinden werden, stellen sie ein neues therapeutisches Prinzip bei Tumorschmer- 
zen und -hyperalgesie dar. 

Die vorliegende Erfindung stellt somit eine neue Klasse von Schmerzmitteln bereit. Insbe- 
sondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Inhibitoren fur Ionenkanale 
der TRP-Familie zur Behandlung von Schmerzzustanden, insbesondere von 
Schmerzzustanden, die durch entziindliche Prozesse hervorgerufen werden. Insbesondere 
konnen solche Inhibitoren bei Schmerzzustanden angewendet werden, die durch Nozizepto- 
ren vermittelt werde. Der Schmerzzustand kann dabei durch einen noxischen Reiz oder ei- 
nen Entzundungsmediator induziert werden. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin- 
dung ist die Verhinderung oder Verringerung des Entstehens der Hyperalgesie, insbesondere 
der Hitzehyperalgesie, durch TRP-Inhibitoren. 

Bevorzugt inhibiert der Inhibitor die Aktivitat von TRP-Kanalproteinen der Subfamilie 
STRPC („Short" TRP, Einteilung siehe Harteneck et aL, 2000). Insbesondere gehoren zu 
dieser Familie die folgenden humanen Kanalproteine: TRP-1 (NCBI GenBank Accession 
No. NM 003304; Wes et al„ 1995; Zhu et al., 1995; Zitt et aL, 1996), TRP-1 A (GenBank 
Accession No. Z 73903; Zitt et aL, 1996); TRP-2, TRP-3 (GenBank Accession No. U 
47050, Zhu et aL, 1996); TRP-4 (GenBank Accession No. NM 016179; Zhu et aL, 1996; 
Philipp et aL, 2000; McCay et aL, 2000), TRP-5 (GenBank Accession No. AF 054568; Sos- 
sey-Alaoui et aL, 1999), TRP-6 (GenBank Accession No. NM 004621; D'Esposito et aL, 
1996), oder TRP-7 (WO 00/29571). Inhibitoren fur diese Ionenkanale hemmen den Kalzi- 
umeinstrom aus dem Extrazellularraum in sensorische Neuronen, der durch verschiedene G- 
Protein-gekoppelte Rezeptorsysteme und auch durch direkte Aktivierung des Proteinkinase 
C Signalwegs durch Phorbolmyristatacetat oder Oleylacylglycerol aktiviert wird. Besonders 
bevorzugt sind dabei TRP-1 , TRP-3, TRP-4, und TRP-6. 

Dem Fachmann ist bekannt, wie er solche Inhibitoren auffinden kann. Entsprechende Me- 
thoden sind beispielsweise in der WO 98/08979 und der WO 00/04929 beschrieben. So 
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konnen geeignete Wirtszellen, beispielsweise COS-Zellen, mit Expressionsvektoren transfi- 
ziert werden, die fur einen der genannten TRP-Kanale kodieren, beispielsweise gleichzeitig 
mit einem Expressionsvektor, der fur den muscarinen Rezeptor M5 kodiert. Die Funktion 
der Rezeptoren in den transfizierten Zellen kann dann iiber die Messung der intrazellularen 
Kalziumkonzentration nach der FURA2-Methode oder des Membranpotentials mit patch- 
clamp-Techniken in An- bzw. Abwesenheit von Testsubstanzen, die potentielle Inhibitoren 
sein konnten, bestimmt werden. Dabei kann, wenn die Zelle einen muscarinen Rezeptor 
exprimiert, beispielsweise Muscarin als Stimulus fiir den Kalziumeinstrom in die Zelle be- 
nutzt werden. Solche Untersuchungen konnen im Hochdurchsatz-Musterungs-Format (High 
Throughput Screening, HTS) an grossen Substanzbibliotheken ausgefiihrt werden. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung deshalb ein Verfahren zum 
Auffinden eines Wirkstoffes gegen Schmerz, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) eine Zelle oder Zellinie bereitgestellt wird, die ein Ionenkanalprotein der TRP-Familie 
exprimiert; 

(b) eine Testsubstanz in Kontakt mit der Zelle oder Zellinie gebracht wird; 

(c) der durch einen Stimulus induzierte Kalziumeinstrom in die Zelle oder Zellinie in Anwe- 
senheit der Testsubstanz gemessen wird; und 

(d) der gemessene Wert mit einem Referenzwert ohne Testsubstanz verglichen und dadurch 
bestimmt wird, ob die Substanz ein Inhibitor fur das Ionenkanalprotein ist. 

Vorzugsweise wird in einem solchen Verfahren der Kalziumeinstrom durch die zeitabhan- 
gige Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration bestimmt. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines Inhibi- 
tors eines Ionenkanalproteins der TRP-Familie zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung zur Behandlung von Schmerzzustanden, insbesondere Entziindungsschmer- 
zen. 

Formulierung, Dosierung und Anwendung der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung richten sich dabei nach der chemischen Natur des Inhibitors, der Art der 
Erkrankung sowie dem Zustand des Patienten. 
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Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, wie er erfindungsgemasse Wirkstoffe fur be- 
stimmte Anwendungsweisen formulieren kann (Gennaro, Alfonso R. Remington's Pharma- 
ceutical Sciences. Easton Mack 1990. XVI). Dem Fachmann sind ebenfalls Verfahren be- 
kannt, wie er die optimale Dosierung eines Wirkstoffs fur einen bestimmte Erkrankung 
bestimmen kann. 

Die Verbindungen konnen oral, parenteral oder topisch verabreicht werden. Der gewiinschte 
therapeutische Dosis ist von der Indikation und Darreichungsform abhangig und kann expe- 
rimentell bestimmt werden. Geeignete Anwendungsformen sind beispielsweise Tabletten, 
Kapseln, Zapfchen, Losungen, Safte, Emulsionen, Aerosole oder dispersible Pulver. Ent- 
sprechende Tabletten konnen beispielsweise durch Mischen des oder der Wirkstoffe mit 
bekannten Hilfsstoffen, beispielsweise inerten Verdunnungsmitteln, wie Kalziumcarbonat, 
Kalziumphosphat oder Milchzucker, Sprengmitteln, wie Maisstarke oder Alginsaure, Bin- 
demitteln, wie Starke oder Gelatine, Schmiermitteln, wie Magnesiumstearat oder Talk, 
und/oder Mitteln zur Erzielung des Depoteffektes, wie Carboxypolymethylen, Carboxy- 
methylcellulose, Celluloseacetatphthalat, oder Polyvinylacetat erhalten werden. Die Tablet- 
ten konnen auch aus mehreren Schichten bestehen. 

Entsprechend konnen Dragees durch Uberziehen von analog den Tabletten hergestellten 
Kernen mit iiblicherweise in Drageehiillen verwendeten Mitteln, beispielsweise Kollidon 
oder Schellack, Gummi arabicum, Talk, Titandioxid oder Zucker, hergestellt werden. Zur 
Erzielung eines Depoteffektes oder zur Vermeidung von Inkompatibilitaten kann der Kern 
auch aus mehreren Schichten bestehen. Desgleichen kann auch die Drageehulle zur Erzie- 
lung eines Depoteffektes aus mehreren Schichten bestehen, wobei die oben bei den Tablet- 
ten erwahnten Hilfsstoffe verwendet werden konnen. 

Safte der erfmdungsgemassen Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen konnen zusatzlich 
noch ein Sussungsmittel, wie Saccharin, Cyclamat, Glycerin oder Zucker sowie ein ge- 
schmacksverbesserndes Mittel, z.B. Aromastoffe, wie Vanillin oder Orangenextrakt, ent- 
halten. Sie konnen ausserdem Suspendierhilfsstoffe oder Dickungsmittel, wie Natriumcar- 
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boxymethylcellulose, Netzmittel, beispielweise Kondensationsprodukte von Fettalkoholen 
mit Ethylenoxid, oder Schutzstoffe, wie p-Hydroxybenzoate, enthalten. 

Injektionslosungen werden in ublicher Weise, z.B. unter Zusatz von Konservierungsmitteln, 
wie p-Hydroxybenzoaten, oder Stabilisatoren, wie Alkalisalzen der Ethylendiamintetraes- 
sigsaure, hergestellt und in Injektionsflaschen oder Ampullen abgefullt. 

Die eine oder mehrere Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen enthaltenden Kapseln kon- 
nen beispielsweise hergestellt werden, indem man die Wirkstoffe mit inerten Tragern, wie 
Milchzucker oder Sorbit, mischt und in Gelatinekapseln einkapselt 

Geeignete Zapfchen lassen sich beispielsweise durch Vermischen mit dafiir vorgesehenen 
Tragermitteln, wie Neutralfetten oder Polyethylenglykol bzw. dessen Derivaten herstellen. 

Die Verbindungen konnen sowohl enteral als auch parenteral verabreicht werden. Als Dosis 
fur die orale Anwendung werden 0,1 bis 500 mg Wirkstoff pro Dosis, ftir die i.v.- 
Anwendung von 0,05 bis 150 mg pro Dosis vorgeschlagen. Der gewiinschte therapeutische 
Dosis ist von der Indikation und Darreichungsform abhangig und kann experimentell be- 
stimmt werden. 

Die Arzneimittel sind fur orale oder parenterale, gegebenenfalls auch topische Verabrei- 
chung geeignet. Als Arzneimittelformen dien en vonviegend Tabletten, Dragees, Ampullen 
und Saftzubereitungen. Die Einzeldosis zu diesen Arzneimittelformen betragt zwischen 1,0 
und 200 mg, vorzugsweise 20 und 50 mg pro 75 kg Korpergewicht. Je nach der Schwere 
des Falles sind taglich im allgemeinen 1 bis 3 Einzeldosen zu verabreichen. 

Ein TRP-Inhibitor ist beispielsweise die Substanz (R,S)-(3 s 4-dihydro-6,7- 
dimethoxyisochinolin- 1 -yl)-2-cyclohexyl-N-(3,3-diphenylpropyl)-acetamid- hydrochloride 
(BIIA 388 CL; Krishtal et al., 2001), die gemass EP 0 957 092 hergestellt und formuliert 
werden kann. Diese Substanz wurde urspriinglich als Blocker bestimmter sogenannter „store 
operated" Kationenkanale in bestimmten elektrisch nicht erregbaren Zellen (RBL-Zellen) 
beschrieben, die nicht im Zentralnervensystem vorkommen. 
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Von der Entwicklung eines solchen Praparats wiirden alle Patienten profitieren, deren Er- 
krankung zur plastischen Veranderung von Nozizeptoren im peripheren Nervensystem fuhrt 
und erst sekundar Lemprozesse des ZNS anschaltet, die die Chronifizerung der Schmerzen 
5 weiterfuhren. Vor allem bei Rhenmatischen Erkrankungen, z.B. Chronischer Rheumatoider 
Polyarthritis, bedeutet die Entwicklung von potenten peripher wirksamen Analgetika einen 
groBen Fortschritt. Aber auch Schmerzen als Folge anderer Erkrankungen mit entziindlicher 
Beteiligung konnen dadurch wesentlich gebessert werden, z.B. Migrane, entziindliche Arth- 
ritiden und Tumorschmerzen. 

JO 
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Beispiele 

Methoden: 

Neuronenprimarkultur 

Die lumbalen Spinalganglien der Ratte wurden nach Entfernung der lumbalen Wirbelsaule 
und sagittaler Eroffhung des Wirbelkanals entfemt, gereinigt und mit Collagenase (0.28 
U/ml in D-MEM, 75 min, Boehringer Mannheim) und Trypsin behandelt (25.000 U/ml in 
Phosphatpuffer, 12 min, Sigma, Diesenhofen). Nach dem Waschen der Ganglien in Dulbec- 
co's modified eagle medium (D-MEM, Gibco, Karlsruhe) erfolgte die mechanische Triturie- 
rung mittels einer partiell zugeschmolzenen Pasteurpipette. Die vereinzelten Spinalgang- 
lienneurone wurden mit Kulturmedium (s.u.) gewaschen, zentrifugiert und auf sterile Kul- 
turschalchen mit Glasboden und Poly~L-lysin-Beschichtung ausplattiert. Dem synthetischen 
Kulturmedium TNB 100 (mit Supplement, Biochrom, Berlin) wurden 100 ng/ml Nerven- 
wachstumsfaktor (NGF 7S, Alomone, Israel), Penicillin/Streptomycin Qe 20.000 1.U./100 ml) 
und 2 mM L-Glutamin (beides von Gibco Life Technologies) zugesetzt. Die gewonnenen 
Primarkulturen waren nach 2 Stunden adharent und wurden fur maximal 36 Stunden unter 
sterilen Bedingungen bei 37 °C und wasserdampfgesattigter, 5%-iger C0 2 -Atmosphare in- 
kubiert. 

Kalziummikrofluorimetrie 

Zur fiinktionellen Untersuchung wurden die Neurone nicht-disruptiv mit dem membrangan- 
gigen Kalziumindikatorfarbstoff FURA-2/AM (3 ^iM, Molecular Probes, Leiden, Nieder- 
lande) beladen, und der Farbstoff fur 30 min mit extemer Losung (ECS) ausgewaschen. Die 
ECS bestand aus (in mM) 145 NaCl, 2 CaCl 2 , 1 MgCl 2 , 10 HEPES und 10 Glucose, pH 7,4 
mit NaOH eingestellt. Die Messung der intrazellularen Calciumkonzentration erfolgte ra- 



_O2067608A1J_> 



WO 02/087608 



PCT/EP02/04086 



11 

tiometrisch. Dazu wurden Hintergnind-korrigierte Fluoreszenzbilder mittels eines Slow 
Scan CCD-Kamera-Systems mit einem - in ein Axiovert Mikroskop mit 40-fach Fluotar- 
Otimmersions-Objektiv (Zeiss, Jena, Germany) eingekoppelten - schnellem Monochromator 
(PTI, New Jersey) wurde aufgenommen. Die Fluoreszenz wurde bei X > 420 nm mit einer 
Frequenz von 1 Hz bei gleicher Anregungsdauer je Wellenlange (340 und 380 nm je 200 ms) 
aufgenommen. Die intrazellulare Kalziumkonzentration [Ca 2+ ]j wurde berechnet (Grynkiewicz 
et al. 1985) und als Kalibrationskonstanten in vitro wurden bestimmt: R™ = 0.44, Rmax= 8.0 
and Kefi= 12 jiM. 

Zur Stimulation der Neurone wurde ein 7-Kanal-Applikationssystem mit Magnetventilen 
verwendet, das einen schnellen Losungswechsel an der Zelle (x = 100 ms) erlaubte (Dittert 
et al. 1998). Alle Substanzen zur Stimulation der Neurone wurden in ECS gelost und mittels 
Schwerkraft appliziert. Zur Stimulation wurden benutzt: 10 Bradykinin, 1 \iM Musca- 
rin, 1 nM Phorbol-Myristat-Acetat, bzw. 1 |nM Trypsin. Eine Reihe von Ableitungen wur- 
den in Kalziumfreier ECS durchgefiihrt, in der CaCl 2 durch 10 mM EGTA ersetzt wurde. 
Alle Salze und Chemikalien auBer den gesondert genannten wurden von Sigma, Deisenho- 
fen bezogen. Die Substanzen BIIA388CL und BIIA908MS wurden uns von der Firma 
Boehringer Ingelheim iiberlassen. 

Fixierungsmethoden und Immunzytochemie: 

Der immunhistochemische Nachweis der Kanalproteine erfolgte durch indirekte Immun- 
histochemie an Kryostatschnitten oder kultivierten Neuronen mittels Fluoreszenzmarkie- 
rung. Zur Gewinnung von Ganglienschnitten wurden ftinf junge erwachsene Wistar Ratten 
durch eine Uberdosis Chloroform getotet und die Ganglien entnommen. Anschliessend 
wurde die Ganglien in flussigem Stickstoff schockgefroren und an einem Kryostaten (Jung 
Frigocut 1900 E, Leica, Bensheim) Schnitte einer Dicke von 10 ^m angefertigt. Die 
Schnitte und die auf Glasobjekttragern kultivierten Neurone wurden je nach verwendetem 
Material entweder 15 min mit Zambonifixativ (Stefanini et al. 1967), oder 10 min mit Ace- 
ton (-20°C) fixiert. 
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Nach dem Auswaschen des Fixativs mit 0.1 M Phosphatpuffer folgte die Blockung unspezi- 
fischer Bindungsstellen (PBS-Puffer, 10 % normales Schweineserum, 0.1 % bovines Se- 
rumalbumin und 0.5 % Tween 20) . Die Schnitte/Zellen wurden uber Nacht bei Raumtem- 
peratur mit Antiseren gegen TRP-Kanale (TRP-1, TRP-3/TRP-6, Alomone Lab., TelAviv, 
Israel; TRP-4 Prof. Flockerzi, Universitat des Saarlandes) und biotinyliertem Isolectin B4 
(IB4, Sigma) bzw. Antiseren gegen den Vanilloirezeptor 1 (VR1, Neuromics) inkubiert 
(TRP/TO4, TRP/VR1). Nach Waschen in PBS erfolgte die Inkubation mit den sekundaren 
Reagentien. Die TRP- Antiseren wurden mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugiertem 
anti-Kaninchen IgG aus der Ziege, das biotinylierte Isolectin B4 mit Cy-3 konjugiertem 
Streptavidin, und das VR1 -Antiserum mit Cy-3 konjugiertem anti-Meerschweinchen IgG 
inkubiert. Nach weiterem Waschen in PBS erfolgte die Einbettung von Schnitten und Zellen 
in gepuffertem Glycerol pH 8,6. Die indirekte Immunfluoreszenz wurde an einem Epifluo- 
reszenzmikroskop (Olympus BX 60F, Hamburg) unter Verwendung geeigneter Filter (Cy3, 
Anregungsfilter 525-560 nm, Sperrfilter 570-650 nm und FITC Anregungsfilter 460-490 
nm, Sperrfilter 515-550 nm) ausgewertet. Vier Schnitte pro Tier mit einem Mindestabstand 
von 50 iim bzw. 3 Glastrager mit Zellkulturen wurden fur jeden TRP-Kanal von zwei unab- 
hangigen Untersuchern beurteilt. 

Kontrollschnitte, die mit einem praabsorbierten Antiserum (20-100 \ig Antigen/ml ver- 
diinntes Antiserum) inkubiert wurden zeigten keine Immunreaktion. Zur computergestutzten 
Bildanalyse wurden fur jeden TRP-Subtyp mindestens zwei Schnitte aus einem Ganglion 
(Mindestabstand 50 \im) verwendet (Scionlmage, Scion, Las Vegas, NV). Es wurden nur 
Zellen mit deutlich sichtbarem Zellkem aufgenommen und zur Messung verwendet. 

Nachweis der mRNA-Expression mit der RT-PCR: 

Der Nachweis von TRPs auf mRNA-Ebene erfolgte mittels der RT-PCR. Dafur wurden die 
lumbalen Spinalganglien und das Gehirn (Positivkontrolle) aus 5 Ratten isoliert, in RNazol 
(WAK-Chemie, Bad-Homburg, Germany) schnellgefroren und mit dem Ultraturrax homo- 
genisiert. Die Gesamt-RNA wurde mit der RNazol -Reagenz Technik nach dem Protokoll 
des Herstellers prapariert. 
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Mogliche Kontamination durch DNA wurde mit DNase (1 U/jig total RNA, Gibco-BRL, 
Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) in 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 2 mM MgCl 2 , 
50 mM KC1 fiir 15 min at 25 °C entfemt. Gleiche Mengen von RNA wurden revers transk- 
ribiert. Ansatz: 3 mM MgCl 2 , 75 mM KC1, 50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 10 mM Dithiothreitol, 
0.5 mM dNTPs (Gibco-BRL) und 25 ng oligo(dT) (MWG Biotech, Ebersberg, Germany) 
mit 200 U Superscript RNase H" Reverse-Transcriptase (Gibco-BRL) fur 50 min bei 42 °C. 
Fiir die PCR Reaktion wurden 4 \il Puffer II, 4 \il MgCl 2 , 1 Rl dNTP (je 10 mM), 0.4 \il (2 
U) AmpliTaq Gold Polymerase (alle von Perkin Elmer) und 1 pal von jedem Primer (20 \iM) 
gemischt 



Tabelle 1 : Verwendete Primer 





ProduktgroBe 


NCBI GenBank Acc. 
No. 


Positionen der Primer 


Trpl 


196bp 


AF061266 


rev.l465bp, for.l269bp 


trp2neu 


117 


AF 136401 


rev.2019,for.l902 


trp3 


187 


AF061875 


rev. 121 for. 17 


trp4neu a 


104 


AB008889 


rev. 1722, for. 153 5 


trp4alph 


173 


AF288408 


rev.2620, for.4447 


beta 


152 


AF288407 




alpha/beta 


404 




a/brev.2245, a/bfor.2646 


trp5 


94 


AF061876 


rev. 102, for. 8 


trp6 


126 


AF657748 


rev. 195, for.70 


trp7 


200 


AF 139923 


rev. 1415, for. 121 5 



Fur die PCR wurde 10 min bei 95 °C, 30 Zyklen von 45 s bei 94 °C, 60 s bei 58 °C und 45 s 
bei 73 °C und im AnschluB fiir 7 min bei 73 °C inkubiert Als Kontrollen wurden Ansatze 
ohne vorausgehende RT-Reaktion verwendet und das jeweilige Template durch Wasser 
ersetzt. Unter diesen Bedingungen wurde keine Amplifizierung nachgewiesen. 

Ergebnisse: 
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Die Stimulation mit Bradykinin, Prostaglandin E 2 , Muscarin oder Trypsin verursachten in 
kultivierten DRG-Neuronen einen Kalziumanstieg von etwa 100 bis 300 nM. Die 4 Sub- 
stanzen zeigten eine unterschiedliche Tachyphylaxie: der durch Bradykinin verursachte 
Kalziumanstieg zeigte in Kontrolllosungen eine deutliche Tachyphylaxie , wahrend die 
Neurone auf wiederholte Gabe alle anderen Mediatoren mit etwa gleich grofien Kalziuman- 
stiegen antworteten. Als Ursache der Tachyphylaxie wird eine Inaktivierung durch Interna- 
lisierung von Bradykininrezeptoren vermutet Da fur jede der Substanzen Membranrezepto- 
ren bekannt sind, die durch Aktivierung von Phospholipase C (PLC) und die Entstehung 
von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) Kalzium aus intrazellularen Spei- 
chem freisetzen, wurde in einigen Experimenten kalziumfreie ECS verwendet. Unter diesen 
Bedingungen rief keine der Substanzen einen signifikanten Kalziumanstieg hervor, die An- 
stiege scheinen daher durch einen Kalziumeinstrom von aufien in die Zelle verursacht zu 
werden. Der Kalziumeinstrom kann einerseits durch die Aktivierung spannungsabhangiger 
Kalziumkanale, andererseits durch Liganden-gesteuerte Kationenkanale erfolgen. Daher 
wurden in einigen Muskarin-Experimenten die spannungsabhangigen Kalziumkanale durch 
Zugabe von 200 nM Cd 2+ /Co 2+ blockiert. Unter dieser Bedingung waren die durch Muska- 
rin verursachten Antworten nur wenig vermindert, was auf eine Aktivierung von Liganden- 
gesteuerten Kationenkanalen schliessen lasst. 

Da fiir IP 3 auBer der Kalzium-Freisetzung aus intrazellularen Speichern keine weitere Wir- 
kung bekannt ist, haben wir den zweiten Second messenger in diesem System genauer un- 
tersucht. DAG aktiviert das Enzym Proteinkinase C (PKC) und scheint direkt Kationenka- 
nale zu offhen (Hofinann et al. 1999). Deshalb wurden die Zellen durch extrazellulare Zu- 
gabe von Phorbol-Myristat-Acetat (PMA), einem membrangangigen Aktivators der PKC, 
stimuliert. PMA sowie Oleyl-Acylglycerol (OAG), ein membrangangiges DAG-Analogon 
riefen einen Kalziumeinstrom an DRG-Neuronen hervor, der in Kalziumfreier ECS aus- 
blieb. Dies laBt auf die Aktivierung eines - durch DAG und/oder PKC aktivierten - Katio- 
nenkanal schliefien. 

Die Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher durch Vorbehandlung mit Thapsigargin 
(1 |xM) beeinflusste die durch PMA hervorgerufene Antwort nicht. Demnach ist die Akti- 
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vierung des durch PMA aktivierten Kalziumeinstroms nicht von der Entleerung intrazellula- 
rer Speicher abhangig. Der am Kalziumeinstrom beteiligte Kationenkanal wird moglicher- 
weise direkt uber die PKC abhangige Phosphorylierung eines Kanalproteins aktiviert. Von 
Schultz und Mitarbeitern wurde ein solcher Aktivierungsmechanismus fur einige Mitglieder 

5 der TRP-Kanalfamilie beschrieben (Hofmann et al. 1999). Fur die meisten der bekannten 
TRP-Kanale sind die molekularen Aktivierungsmechanismen bisher nicht aufgeklart. Auch 
OAG/DAG konnen die PKC aktivieren, so daB die Phosphorylierung des Kanalproteins 
durch das Enzym als Aktivierungsmechanismus nicht ausgeschlossen ist. Deshalb wurden 
einige Neurone mit PMA in Anwesenheit des PKC-Inhibitors Staurosporin (0.25 (iM) sti- 

10 muliert. Unter diesen Bedingungen blieb die Antwort auf PMA-Stimulation aus. Dies laBt 
auf die Beteiligung der PKC an der Kanalaktivierung schlieBen. 

Im Gegensatz zu diesen Befunden war die Antwort auf Muskarin nach Vorbehandlung mit 
Thapsigargin deutiich reduziert. Moglicherweise ist dieser Unterschied auf die Expression 
is und differentielle Aktivierung mehrerer TRP-Kanal-Subtypen in sensorischen Neuronen 
zuriickzufuhren. 

Um die Beteiligung von TRP-Kanalen an dem o.g. Kalziumeinstrom weiter untersuchen zu 
konnen, wurde die Substanz BIIA388CL verwendet, die als Inhibitor von TRP-Kanalen 

20 wirkt BIIA388CL (1 \xM) verursachte in einigen Fallen bei der ersten Applikation selbst 
einen Kalziumanstieg. Gleichzeitig verhinderte die Substanz aber die PMA- bzw. die OAG- 
Antwort vollstandig. Ebenso wirksam war der kommerziell erhaltliche TRP-Inhibitor SKF 
96365 (l-(beta-[3-(4-Methoxyphenyl)propoxy]-4-methoxyphenethyl)-lH-imidazol- 
Hydrochlorid, CAS 130495-35-1, Merritt, J.E., et al., Biochem. J., 271, 515 (1990); 1 ^iM, 

25 Sigma, Deisenhofen). Auch die Antworten auf Trypsin wurden durch SKF 96365 oder 
durch BIIA388CL inhibiert. 

Diese Befunde, die bereits stark fiir eine Beteiligung von TRP-Kanalen and der exzitatori- 
schen und sensibilisierenden Wirkung einiger schmerzrelevanter Mediatoren sprechen, wur- 
30 den auf mRNA-Ebene weiter erhartet. Nach Isolierung und Amplifizierung der 

mRNA/cDNA aus Spinalganglien, wurde die Identitat mehrerer TRP-Kanale durch Sequen- 
zierung der amplifizierten Produkte bestatigt. In Spinalganglien (DRG) wurde mRNA fur 
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TRP-1 (7/7 DRGs), TRP-3 (7/7 DRGs), TRP-4 (7/7 DRGs) und TRP-6 (6/7 DRGs) nach- 
gewiesen. mRNA fiir TRP-2, TRP-5 und TRP-7 wurden nur in Einzelfallen gefunden (s. 
Tabelle 2). 

Tabelle 2: 



TRP 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


DRG 


X 


X 


X 


X 


X 


X 




2 


X 




(X) 


X 




X 




3 


X 




X 


X 




X 




4 


X 




X 


X 


X 






5 


X 


X 


X 


X 


? 


X 




6 


X 


X 


X 


X 


? 


X 


X 


7 


X 




X 


X 


? 


X 





Auf Proteinebene wurden diese Ergebnisse weiter untermauert. Mittels Immunhistochemie 
konnte TRP-l-Immunreaktivitat (IR) in den Perikaryen groBer Neuronen (AB- 
Faserneurone), TRP-3-IR in VR1- und IB 4 -positiven (C, Ad-Faser-) Neuronen sowohl in 
vitro unter Kulturbedingungen als auch in situ in Schnitten von Spinalganglien nachgewie- 
sen werden. Die Lokalisation des TRP-4 und TRP-6 Kanalproteins in Spinalganglien ist 
Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. 

Pharmazeutische Anwendungsbeispiele 

a) Dragees 

1 Drageekern enthalt: 

Wirkstoff gemass Erfindung 30,0 mg 

Milchzucker 100,0 mg 

Maisstarke 75,0 mg 

Gelatine 3,0 mg 

Magnesiumstearat 2,0 mg 

210,0 mg 
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Herstellung: 

Die Mischung der Wirksubstanz mit Milchzucker und Maisstarke wird mit einer 10%-igen 
wasserigen Gelatinelosung durch ein Sieb mit 1 mm Maschenweite granuliert, bei 40 DEG 
C getrocknet und nochmals durch ein Sieb gerieben. Das so erhaltene Granulat wird mit 
Magnesiumstearat gemischt und verpresst. Die so erhaltenen Kerne werden in ublicher Wei- 
se mit einer Hulle (iberzogen, die mit Hilfe einer wasserigen Suspension von Zucker, Titan- 
dioxyd, Talkum und Gummi arabicum aufgebracht wird. Die fertigen Dragees werden mit 
Bienenwachs poliert. 

b) Tabletten 

Wirkstoff gemass Erfindung 30,0 mg 
Milchzucker 100,0 mg 
Maisstarke 70,0 mg 
loslich Starke 7,0 mg 
Magnesiumstearat 3,0 mg 
210,0 mg 

Herstellung 

Wirkstoff und Magnesiumstearat werden mit einer wasserigen Losung der loslichen Starke 
granuliert, das Granulat getrocknet und innig mit Milchzucker und Maisstarke vermischt. 
Das Gemisch wird sodann zu Tabletten von 210 mg Gewicht verpresst. 

c) Kapseln 

Wirkstoff gemass Erfindung 20,0 mg 
Milchzucker 230,0 mg 
Maisstarke 40,0 mg 
Talk 10,0 mg 
300,0 mg 

Herstellung 

Wirkstoff, Milchzucker und Maisstarke werden zunachst in einem Mischer und dann in ei- 
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ner Zerkleinerungsmaschine vermengt. Das Gemisch wird nochmals in den Mischer gege- 
ben, griindlich mit dem Talk vermengt und maschinell in Hartgelatinekapseln abgefiillt. 

d) Tabletten 

5 Wirkstoff gemass Erfindung 40,0 mg 

Milchzucker 1 00,0 mg 

Maisstarke 50,0 mg 

kolloidale Kieselsaure 2,0 mg 

Magnesiumstearat 3,0 mg 
io insgesamt 200,0 mg 

Herstellung: 

Der Wirkstoff wird mit einem Teil der Hilfsstoffe gemischt und mit einer Losung der ldsli- 
chen Starke in Wasser granuliert. Nach dem Trocknen des Granulats wird der Rest der 
is Hilfsstoffe zugemischt und die Mischung zu Tabletten verpresst. 

e) Dragees 

Wirkstoff gemass Erfindung 20,0 mg 
Milchzucker 100,0 mg 
20 Maisstarke 65,0 mg 

kolloidale Kieselsaure 2,0 mg 
losliche Starke 5,0 mg 
Magnesiumstearat 3.0 mg 
insgesamt 195,0 mg 

25 

Herstellung: 

Der Wirkstoff und die Hilfsstoffe werden, wie in Beispiel 1 beschrieben, zu Tablettenkernen 
verpresst, die mit Zucker, Talcum und Gummi arabicum in ublicher Weise dragiert werden. 

so f) Suppositorien 

Wirkstoff gemass Erfindung 50,0 mg 
Milchzucker 250,0 mg 
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Suppositorienmasse q.s. ad 1,7 g 



Herstellung: 

Der Wirkstoff und der Milchzucker werden miteinander vermischt und die Mischung in der 
5 geschmolzenen Suppositorienmasse gleichmassig suspendiert. Die Suspensionen werden in 
gekuhlte Formen zu Suppositorien von 1,7 g Gewicht ausgegossen. 

g) Ampullen 

Wirkstoff gemass Erfindung 20,0 mg 
10 Natriumchlorid 5,0 mg 

Bi-destilliertes Wasser q.s. ad 2,0 ml 

Herstellung: 

Der Wirkstoff und das Natriumchlorid werden in bi-destilliertem Wasser gelost und die Lo- 
15 sung in Ampullen steril abgefullt. 

h) Ampullen 

Wirkstoff gemass Erfindung 10,0 mg 
Natriumchlorid 7,0 mg 
20 Bi-destilliertes Wasser q.s. ad 1,0 mg 

i) Tropfen 

Wirkstoff gemass Erfindung 0,70 g 
p-Hydroxybenzoesauremethylester 0,07 g 
25 p-Hydroxybenzoesaurepropylester 0,03 g 
Entmineralisiertes Wasser q.s. ad 100,00 ml 

Herstellung: 

Der Wirkstoff und die Konservierungsmittel werden in entmineralsiertem Wasser gelost, die 
30 Losung filtriert und in Flaschen zu je 100 ml abgefullt. 
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Anspruche 

1 . Verwendung eines Inhibitors eines Ionenkanalproteins der TRP-Familie zur Behandlung 
eines Schmerzzustandes. 

2. Verwendung eines Inhibitors eines Ionenkanalproteins der TRP-Familie zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung eines Schmerzzustandes. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Schmerzzu- 
stand durch einen entzundlichen Prozess verursacht wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Schmerzzustand 
durch einen noxischen Reiz oder einen Entzundungsmediator induziert wird. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Schmerzzustand durch Nozizeptoren vermittelt wird. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Schmerzen eine Folge einer rheumatischen Erkrankung, z.B. chronischer rheumatoider 
Polyarthritis, oder die Folge von Migrane, entzundlicher Arthritis, oder eines Tumors ist. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 zur Verringerung der Hyperalgesia 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Io- 
nenkanalprotein zur STRPC-Subfamilie der TRP-Rezeptoren gehort. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Ionenkanalprotein 
TRP-1, TRP1A, TRP-2, TRP-3, TRP-4, TRP-5, TRP-6, oder TRP-7 ist. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhi- 
bitor den Kalziumeinstrom in sensorische Neuronen hemmt. 
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1 1 . Verfahren zurn Auffinden eines Wirkstoffes gegen Schmerz, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) eine Zelle oder Zellinie bereitgestellt wird, die ein Ionenkanalprotein der TRP- 
Familie exprimiert; 

(b) eine Testsubstanz in Kontakt mit der Zelle oder Zellinie gebracht wird; 

(c) der Kalziumstrom durch die Zellmembran in Anwesenheit der Testsubstanz gemes- 
sen wird; und 

(d) der gemessene Wert mit einem Referenzwert verglichen und dadurch bestimmt wird, 
ob die Substanz ein Inhibitor fiir das Ionenkanalprotein ist. 
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Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS, MEDLINE, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS Data, PASCAL, 
PHARMAPROJECTS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 98 08979 A (UNIV CALIFORNIA) 

5 March 1998 (1998-03-05) 

*siehe Zusammenfassung, Seite 1, Zeilen 

8-17, Seite 22, Zeile 9 bis Seite 23, 

Absatz 1, Seite 24, Zeilen 11-25* 

W0 00 04929 A (UNIV SOUTH ALABAMA) 

3 February 2000 (2000-02-03) 

cited in the application 

*siehe Zusammenfassung, Seite 2, Zeile 31 

mit Seite 3, Zeilen 1-17, Seite 7 mit 

Seite 8, Absatz 1* 

W0 00 29571 A (EIKEN KAGAKU KABUSHIKI 
KAISYA ;SHIMIZU N0BUY0SHI (JP); NAG AMINE 
KE) 25 May 2000 (2000-05-25) 
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Further documents are listed in the continuation of box C. 
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Patent famBy members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

•Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 
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Name and mailing address of the ISA 
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Fax: (+31-70) 340-3016 
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WO 0004929 A 03-02-2000 AU 5229199 A 14-02-2000 

W0 0004929 Al 03-02-2000 
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A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K38/17 A61P25/06 



Nach der Internationalen Patentkiassifikation (iPK) oder nach der nalionalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierle aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende VerSffentlichungen, soweil diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der intemalionalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS, MEDLINE, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS Data, PASCAL, 
PHARMAPROJECTS 



C. ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegone 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 08979 A (UNIV CALIFORNIA) 

5. Marz 1998 (1998-03-05) 

*siehe Zusammenf assung, Seite 1, Zeilen 

8-17, Seite 22, Zeile 9 bis Seite 23, 

Absatz 1, Seite 24, Zeilen 11-25* 

WO 00 04929 A (UNIV SOUTH ALABAMA) 

3. Februar 2000 (2000-02-03) 

in der Anmeldung erwahnt 

♦siehe Zusammenf assung, Seite 2, Zeile 31 

mit Seite 3, Zeilen 1-17, Seite 7 mit 

Seite 8, Absatz 1* 

WO 00 29571 A (EIKEN KAGAKU KABUSHIKI 
KAISYA ;SHIMIZU N0BUY0SHI (JP); NAGAMINE 
KE) 25. Mai 2000 (2000-05-25) 
*siehe Zusammenf assung* 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

•A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definierl, 
aber nicht als besonders bedeulsam anzusehen ist 

"E* alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

•L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum e'mer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O" Veroffentlichung, die sich auf eine mGndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

■p* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit eineroder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die M it g lied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



2. Oktober 2002 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



21/10/2002 



Name und Postanschrirt der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswifk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Stoltner, A 



FormblaH PCT/ISA^10 (Blatt 2) (Juli 1992) 
NSDOCID: <WO__02087608A1J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intei nales Aktenzeichen 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich aJs nicht recherchierbar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . [Y1 Anspruche Nr. 1-10 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Beh6rde nicht verpflichtet ist, nSmlich 

Anspruche 1-10 gerichtet auf ein Verfahren zur therapeuti schen Behandlung des 
menschl/tier. Korpers 

2. | [ Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der international en Anmetdung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, nSmlich 



3. | [ Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhSngige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. [ 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 
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